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RESUMEN 
 
ABSTRACT 
 
Hoy en día el interés de los consumidores por 
los alimentos saludables está aumentando 
debido al incremento de determinadas 
enfermedades relacionadas con una incorrecta 
alimentación. Por ello, actualmente se 
requiere que los alimentos no sólo 
proporcionen constituyentes nutritivos y 
sensorialmente aceptables, sino también con 
ciertas propiedades bioactivas que ayuden en 
la prevención de patologías crónicas y 
mejoren el estado de salud en general. 
 
Por otro lado, existe un renovado interés por 
el desarrollo de tecnologías emergentes que 
mantengan en lo posible la calidad y 
bioactividad de los alimentos. En este 
contexto se sitúan los ultrasonidos (US) de 
potencia, tecnología que, sola o en 
combinación con otras, puede emplearse en la 
extracción y conservación de alimentos. Se 
considera una herramienta rápida, económica 
y sostenible. 
 
El objetivo del presente trabajo se centra en el 
estudio del efecto de los US de potencia sobre 
la despolimerización de taninos de semillas 
de uva Vitis vinifera y sobre sus propiedades 
antioxidantes, con el fin de disponer de 
potenciales ingredientes con bioactividad 
mejorada respecto a los compuestos de 
partida y, así, diversificar sus aplicaciones en 
la industria agroalimentaria. 
 
Se realizaron ensayos con US a 45 y 20 kHz 
de frecuencia y se observó en general un 
incremento en la actividad antioxidante que 
varió en función de la concentración y del 
sistema empleado. Así mismo, se detectó un 
aumento en las áreas de los polímeros de 
procianidinas respecto a los controles sin 
tratar indicando una posible desagregación de 
los complejos que forman con otras 
moléculas lo cual pudo contribuir al 
incremento en la actividad antioxidante. 
 
Nowadays, the interest of consumers in 
healthy food is increasing due to the increase 
of certain diseases related to bad feeding 
habits. Therefore, currently it is required that 
food not just provides nutritious constituents 
and is sensory acceptable, but also with 
bioactive properties to help in the prevention 
of pathologies and improving health. 
 
On the other hand, there is a renewed interest 
about emergent technologies that maintain as 
far as possible, the quality and bioactivity of 
food. In this context there is the potential 
ultrasound (US), a technology that by itself or 
by combination with others can be employed 
for extraction and conservation techniques in 
food. It is considered a fast, economical and 
sustainable method. 
 
The aim of the present work is focused on the 
study of the effects of US on the 
depolymerisation of tannins from grape seeds 
Vitis vinifera, and about their antioxidant 
properties. With the purpose of obtaining 
potential ingredients with an improved 
bioactivity with regard to the initial 
compound and, thus, diversifying its 
applications in the food industry. 
 
Assays were performed with US using 
frequencies of 45 and 20 kHz, and an 
increase in the antioxidant activity was 
observed which varied depending on the 
concentration and the system employed. 
Furthermore, an increase in polymers of 
procyanidins was detected in the controls 
without treatment indicating a possible 
desegregation of the complexes that form 
with other molecules which could contribute 
to the increase of the antioxidant activity. 
 
 
 
ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 
Aw: Actividad de agua 
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1 INTRODUCCIÓN 
1.1 Importancia de los compuestos bioactivos e interés hacia la alimentación 
funcional 
El papel fundamental de la alimentación es suministrar los nutrientes necesarios para satisfacer así 
los requerimientos del organismo. No obstante, actualmente existen evidencias científicas 
suficientes para sustentar la hipótesis de que la dieta, más allá de los beneficios nutricionales 
básicos, puede tener efectos fisiológicos beneficiosos. Así, las palabras de Hipócrates en el siglo V: 
“Deja que el alimento sea tu medicina y que la medicina sea tu alimento” ponen de manifiesto el 
gran interés desde la Antigüedad por la relación dieta y salud. Sin embargo, hoy en día, debido al 
estilo de vida sedentario y a una sobrealimentación generalizada, existe una mayor sensibilización 
de la sociedad hacia la necesidad de crear hábitos de vida saludables, que eviten, en la medida de lo 
posible, el desarrollo de patologías crónicas de cierta gravedad. La dieta es uno de los factores a 
controlar más importantes y se ve afectada por las prácticas culturales, estilos de vida y por la 
ingesta de alimentos con alto poder calórico y, a veces, escaso valor nutritivo. En este contexto, 
surgió hace ya algunos años el concepto de efecto funcional de los alimentos, basándose en la 
bioactividad de determinados compuestos. 
Por todo ello, la bioactividad de los distintos componentes de los alimentos está siendo un objeto 
prioritario de estudio en la investigación actual. Además, conseguir mejores formulaciones de 
alimentos enriquecidos o fortificados con algún ingrediente funcional con un impacto positivo para 
la salud y de ese modo reducir el uso de fármacos, podría suponer un gran avance en el campo de la 
alimentación. 
Los ingredientes bioactivos pueden ser, entre otros: carbohidratos, lípidos, proteínas, péptidos y 
aminoácidos o derivados de todos ellos y pueden encontrarse en alimentos de origen animal y 
vegetal, al igual que en bacterias y hongos. Otros, además, pueden obtenerse de forma deliberada 
bajo condiciones controladas, con el fin de añadirse a los alimentos, ya que la concentración de los 
compuestos bioactivos per se en los alimentos, suele estar muy alejada de lo que se precisa para 
alcanzar un efecto óptimo sobre el organismo. Los componentes bioactivos pueden afectar a 
procesos biológicos, teniendo, por tanto, repercusión sobre las funciones del organismo y sobre la 
salud. La evidencia de los efectos beneficiosos de los compuestos bioactivos debe contrastarse tanto 
en estudios in vitro como in vivo, y en humanos, siendo estos últimos, escasos hasta la fecha. Por 
todo ello, es necesario profundizar en los estudios sobre la relación estructura-función que nos 
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aporten evidencias científicas claras sobre su mecanismo de acción y la utilización de forma eficaz 
de dichos compuestos bioactivos (Gil, 2010). 
La capacidad de algunos alimentos de origen vegetal para reducir el riesgo de padecer ciertas 
enfermedades se ha asociado, en parte, a los metabolitos secundarios o fitoquímicos presentes en las 
plantas, los cuales han demostrado ejercer una amplia gama de actividades biológicas. Entre ellos, 
destacan los taninos por su interés como ingredientes bioactivos, siendo su potencial antioxidante 
una de sus principales características. 
1.2 Taninos como compuestos bioactivos 
Los compuestos fenólicos son una de las familias más numerosas y ampliamente distribuidas en el 
reino vegetal, con más de 8000 estructuras conocidas actualmente. Proceden del metabolismo 
secundario de las plantas y constan de uno o varios anillos bencénicos sustituidos por, al menos, un 
grupo hidroxilo o metoxilo. En el siguiente esquema se indican los principales grupos de 
compuestos fenólicos, junto con su estructura básica (Tabla 1). 
Tabla 1 Clasificación de los principales grupos de compuestos fenólicos 
Estructura básica Clases Ejemplos 
C6 Fenoles simples Catecol, Hidroquinona, 
resorcinol 
 Benzoquinonas  
C6 ̶ C1 Ácidos fenólicos Ácido p-hidroxibenzoico, 
ácido salicílico 
C6 ̶ C2 Acetofenonas  
 Ácidos fenilacéticos Ácido p-hidroxifenilacético 
C6̶ C3 Ácidos hidroxicinámicos Ácido caféico, ácido ferúlico 
 Fenilpropenos Eugenol, miristicina 
 Cumarinas Umbeliferona, esculetina, 
escopolina 
 Isocumarinas  
 Cromonas Eugenina 
C6 ̶ C4 Naftoquinonas Juglona 
C6 ̶ C1 ̶ C6 Xantonas Mangostina, mangiferina 
C6 ̶ C2 ̶ C6 Estilbenos Resveratrol 
 Antraquinonas Emodina 
C6 ̶ C3 ̶ C6 Flavonoides Quercetina, cianidina 
(C6 ̶ C3)2 Lignanos Pinoresinol 
 Neolignanos  
(C6 ̶ C3 ̶ C6)2 Biflavonoides Agatisflavona 
(C6 ̶ C3)n Ligninas  
(C6)6 Melaninas catecol  
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Entre ellos destacan los ácidos fenólicos (el ácido gálico y elágico, entre otros) por su capacidad de 
formar polímeros conocidos con el nombre de taninos hidrolizables y los flavonoides conocidos por 
su gran diversidad de estructuras que les constituyen (Figura 1) y su abundancia en el mundo 
vegetal. 
 
 
Figura 1 Estructura básica de los flavonoides (A) y sus derivados (B) 
Entre los flavonoides, destacar el grupo de los flavan-3-oles por la inmensa variedad de polímeros 
que pueden formar, basados en un número muy reducido de unidades básicas: básicamente 
catequina, calocatequina, afselequina, sisitinedina y algunos de sus isómeros, conocidos como 
taninos condensados (Tabla 2). 
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Tabla 2 Estructura de los flavonoles (proantocianidinas) 
 
Clase 
 
Unidad monomérica 
(2R, 3S estereoquímica) 
Grupos de sustitución 
5 7 3’ 4’ 5’ 
 
Procianidina 
Prodelfinidina 
Propelargonidina 
Profisetinidina 
Catequina 
Galocatequina 
Afzelequina 
Fisitinidina 
OH OH OH OH H 
OH OH OH OH OH 
OH OH H OH H 
H OH OH OH H 
 
 
En cuanto a los taninos condensados, son derivados de unidades de flavan-3-oles conocidos como 
proantocianidinas por hidrolizarse en antocianidinas en medios ácidos y a temperaturas elevadas. 
Destacar, que en los vegetales, las proantocianidinas existen además de sus formas exclusivamente 
flavánicas, unidas a otros compuestos como proteínas y polisacáridos, por lo que forman estructuras 
muy complejas y muy poco conocidas (Cheynier, 2005). 
Los taninos condensados están presentes en una gran variedad de plantas. Se encuentran 
básicamente en las cortezas, tallos, semillas, cáscaras de frutos, raíces y hojas (Álvarez y col., 1992) 
y sirven como defensa química frente a los ataques por insectos o animales (Ranjitha y col., 2014). 
Además de su habitual uso en la industria del cuero por su gran poder para curtir, se utilizan 
también en enología, farmacia, en la formulación de adhesivos para madera libres de formaldehído 
y espumas (Bianchi y col., 2014). 
En lo que a su efecto fisiológico en los seres vivos se refiere, las proantocianidinas son unos de los 
antioxidantes más potentes encontrados en el mundo vegetal (Baderschneider y Winterhalter, 2001). 
Los extractos de semillas de uva (Vitis vinifera L.), por ejemplo, tienen una actividad antioxidante 
veinte veces superior a la de la vitamina E y cincuenta veces a la de la vitamina C (Bagchi y col., 
1997). Ingeridos con los alimentos, contribuyen en el mantenimiento del equilibrio redox en el ser 
humano, considerado como un punto clave en la prevención de algunas enfermedades 
cardiovasculares, inflamatorias, litiasis, etcétera (Bagchi y col., 2000; Rasmussen y col., 2005; Aron 
y Kennedy, 2008; Hagerman, 2002). 
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1.3 Ultrasonidos como tecnología en el procesado de alimentos 
En línea con lo comentado anteriormente, el procesado de alimentos ha sufrido también una 
constante evolución en respuesta a los cambios en los gustos de los consumidores y la necesidad de 
producir alimentos seguros y de alta calidad (Cárcel y col., 2011). Además, hoy en día también se 
buscan nuevos procesos o procesos emergentes que preserven o que mejoren, en la medida de lo 
posible, la funcionalidad de los compuestos bioactivos de los alimentos. En este contexto se sitúan 
los ultrasonidos (US) de potencia o de alta intensidad. Los US pueden tener un efecto importante en 
una gran variedad de procesos en la industria alimentaria, principalmente debido a su capacidad de 
intensificar los procesos, reduciendo los tiempos e incrementando los rendimientos. Sus 
aplicaciones se han desarrollado para el procesamiento, conservación y extracción, entre otras. Es 
un proceso considerado “ecológico e innovador” que implica menos tiempos de tratamiento y 
energía, constituyendo una buena alternativa a procesos convencionales (Soria y Villamiel 2010; 
Chemat y col., 2010; Tao y Sun, 2015). 
La tecnología de US se basa en la aplicación de ondas acústicas a una frecuencia por encima del 
umbral que puede oír el oído humano (> 16 kHz). Estas ondas viajan a través del material por el que 
se propagan a una velocidad que depende de la naturaleza de la onda y del propio medio de 
propagación. Según el intervalo de sus frecuencias de oscilación se dividen en US de baja y alta 
intensidad (Awad y col., 2012). i) Los de baja potencia o intensidad tienen frecuencias entre 100 
kHz y 1 MHz e intensidades menores de 1 W/cm2y se utilizan para análisis no destructivos de 
algunas propiedades físico-químicas de los componentes y productos alimentarios. ii) Los de alta 
potencia o intensidad tienen frecuencias entre 16 y 100 kHz e intensidades de 10-1000 W/cm2, lo 
cual puede inducir cambios físicos y químicos en las propiedades de los alimentos, siendo el 
principal mecanismo la cavitación. 
Los US se propagan por series de compresión y rarefacción a través del medio dando lugar al 
fenómeno de cavitación (Figura 2) (Soria y Villamiel, 2010). Se originan burbujas que implosionan 
violentamente alcanzándose en breves periodos de tiempo elevadas temperaturas (5000 K) y altas 
presiones (1000 atm). También, este colapso puede causar fuertes efectos físicos fuera de las 
burbujas como microcorrientes. Otro de los efectos a tener en cuenta es que, dependiendo de las 
condiciones de trabajo, parte de la energía ultrasónica puede absorberse en forma de calor, elevando 
la temperatura global de la muestra y disminuyendo el efecto de los US. Se ha visto que con 
temperaturas por encima de 60°C se minimiza el efecto de los US porque, aunque se puede producir 
un mayor número de burbujas, éstas son más pequeñas y al implosionar provocan una menor 
liberación de energía (Villamiel y de Jong, 2000). La cavitación podría inducir, también, la 
formación de radicales libres debido a la rotura de moléculas de agua que podrían reaccionar y 
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modificar, a su vez, otras moléculas, si bien esto suele ocurrir de forma más evidente a valores 
elevados de frecuencias de oscilación (Tian y col., 2004). 
 
Figura 2 Esquema de la producción del fenómeno de cavitación en un medio líquido 
Debido a la concentración de grandes cantidades de energía en múltiples puntos del medio tratado 
por US, una de sus principales aplicaciones está relacionada con la despolimerización de 
macromoléculas de origen biológico. En general, se considera que al disminuir el tamaño molecular 
pueden verse modificadas sus propiedades biológicas. Así, Corzo-Martínez y col. (2015) y Soria y 
col. (2015) han revisado exhaustivamente los principales efectos de los US de potencia sobre la 
despolimerización de proteínas y polisacáridos, respectivamente. En general, los principales 
factores que influyen sobre la despolimerización son la potencia, la frecuencia, el tiempo, la 
temperatura respecto a las condiciones y el tipo, masa molecular y concentración, por lo que se 
refiere a las biomoléculas. 
Por lo que se refiere a taninos, hasta nuestro conocimiento, son escasos los trabajos que han 
estudiado el efecto de los US. Solo en casos aislados, se ha visto la aplicación de US para 
intensificar el proceso de extracción de taninos de Valonea (Kiriskalislan y Ozguna, 2013), así 
como para descomponerlos en combinación con agentes oxidantes como el peróxido de hidrógeno 
(Svitelska y col. 2004), no existiendo estudios sobre la potencial aplicación de los US en la 
despolimerización de taninos con objeto de modificar su bioactividad. 
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2 OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO 
En base a los antecedentes indicados anteriormente el objetivo del presente trabajo es estudiar el 
efecto de los ultrasonidos de potencia en la despolimerización de taninos (procianidinas) 
procedentes de subproductos de la industria vitivinícola y en su potencial antioxidante, con el 
fin de disponer de ingredientes alimentarios con funcionalidad mejorada, revalorizando la 
materia prima de partida. 
Para alcanzar el objetivo, se ha abordado el siguiente plan de trabajo (Figura 3). 
1. Obtención y fraccionamiento de polímeros de procianidinas (PPCs) de alta masa molecular 
de semillas de uva. 
2. Caracterización global de la fracción purificada de PCs. 
3. Aplicación de ultrasonidos de potencia bajo condiciones controladas en la fracción de PCs 
purificada. 
4. Evaluación del efecto de los ultrasonidos en la estructura de las PCs. 
5. Evaluación del efecto de los ultrasonidos en la actividad antioxidante de las PCs. 
A continuación se presenta un plan de trabajo esquematizado para ofrecer una visión general del 
estudio experimental.
· 8 · 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 Esquema general del plan de trabajo llevado a cabo
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 Extracto de semillas de uva 
Se empleó un extracto crudo acuoso y concentrado de semillas de uva Airén (Vitis vinífera) de la 
empresa Output Trade (Villafranca del Penedés) que permaneció almacenado en frío (4°C) y 
oscuridad hasta su transformación. 
3.2 Obtención de polímeros de procianidinas (PPCs) de semillas de uva 
En el anterior esquema (Figura 3) se muestran las etapas de obtención de la fracción de PCs, 
empleadas en los ensayos con US. 
 Clarificación por centrifugación 3.2.1
Dado el alto contenido en sólidos totales disueltos en agua (STSAs) del extracto de partida, éste se 
diluyó con agua osmotizada hasta la obtención de 10 L con un 8% de STSAs. Este extracto se 
clarificó por decantación natural en una cámara de frío durante una semana y el sobrenadante se 
sometió a una clarificación adicional por centrifugación. El tratamiento se llevó a cabo en una 
centrífuga Multifuge 3SR+ (Heraeus) con rotor fijo Fiberlite y 6 vasos de 250 mL a una aceleración 
de 8570 x g durante 20 minutos a 10ºC. Se obtuvo una clarificación suficiente (6 NTU de turbidez) 
para llevar a cabo una separación molecular de calidad. Destacar, que el tratamiento de clarificación 
era necesario porque en UF se separan básicamente moléculas disueltas por tamaño por lo que la 
eliminación máxima de los sólidos en suspensión presentes en el extracto de partida era de gran 
importancia en la calidad de las fracciones que se esperaban obtener, cuya pureza puede verse 
afectada si los sólidos en suspensión se quedasen en el extracto como impurezas. 
 Separación de PPCs por ultrafiltración (UF) 3.2.2
La separación de los polímeros de los oligómeros y el resto de compuestos de baja masa molecular 
se llevó a cabo en una planta piloto de filtración tangencial (Figura 4) que consiste en: un depósito 
de alimentación de vidrio de 5 L, una bomba peristáltica con variador de caudal con capacidad de 
hasta 13 L/min y un módulo portamembranas Prep/Scale 6 de Millipore. Se utilizó una membrana 
de celulosa regenerada, plana, enrollada en espiral, de umbral de corte molecular (UCM) de 10 kDa 
y con superficie de filtración de 0,54 m2. 
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Figura 4 Planta piloto de filtración tangencial utilizada en la separación los PPCs y OPCs. 
Con el tratamiento por UF, el extracto de semilla de uva se separa en dos flujos, uno enriquecido en 
polímeros, que se queda en la parte del retenido (concentrado) y otro, la del permeado (filtrado), en 
la que se quedan las moléculas de baja masa molecular, en este caso, las catequinas monómeras y 
los oligómeros de procianidinas (OPCs) (Figura 5). 
 
Figura 5 Esquema de una unidad de filtración en flujo tangencial 
 Condiciones de operación 3.2.3
Al proceso de UF se sometieron 7,2 L de extracto clarificado. El proceso se llevó a cabo en modo 
de concentración continua de los polímeros con un flujo de recirculación de 240 L/h y una presión 
transmembrana de 0,5 bar. De este modo los 7,2 L de extracto de partida se redujeron a 2 L de 
concentrado al final de la concentración, que se sometieron a un proceso de diafiltración con agua 
desmineralizada en 3 ciclos de lavado (intervalos D1, D2, y D3, Figura 8) con 2 L de agua por ciclo 
para eliminar las moléculas de baja masa molecular atrapadas en este volumen. Se recogieron un 
total de 1 L de concentrado de PPCs y 6,2 L de filtrado enriquecidos en OPCs. 
El proceso de diafiltración terminó con una fase de sobreconcentración en la que el flujo del filtrado 
bajó drásticamente a 1,3 L/h/m2 (min 362-382) y la cantidad de sólidos disueltos aumentó hasta 
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20,2%. De esta forma se pudo reducir al máximo el volumen del concentrado (1 L), que redujo 
considerablemente el tiempo de la posterior liofilización de esta fracción. 
3.2.3 Secado por liofilización 
Una vez recuperada la fracción de las PCs, ésta se sometió a un proceso de secado por liofilización, 
que se llevó a cabo en un equipo Telstar Lyobeta-15. La fracción liofilizada, se molió en un molino 
de cuchillas obteniéndose así 106,1 g de PCs (Figura 6). 
 
Figura 6 Aspecto físico de muestra de PCs obtenida 
3.3 Tratamientos con ultrasonidos (US) 
Los tratamientos con US se realizaron en dos sistemas distintos: en baño de US y con una sonda 
ultrasónica. En ambos casos, se prepararon disoluciones de la fracción de PCs purificada al 0,01, 
0,1 y 1%. Todos los ensayos se efectuaron por duplicado. Tras llevar a cabo los tratamientos de US 
tanto de sonda como de baño, las disoluciones se congelaron y liofilizaron para su posterior análisis. 
 Baño de US 3.3.1
Se utilizó un baño de US (Sonica Sweep System EP 2200 Soltec, Figura 7) a una frecuencia de 45 
kHz, provisto de una estructura metálica para depositar las muestras (10 mL) dispuestas en tubos 
Falcon de 50 mL. Se realizaron dos tipos de tratamiento: en modo continuo y en modo intermitente, 
ambos durante 30 minutos. El nivel de agua del baño de US se controló de forma que durante todo 
el tratamiento, cubriera la muestra. La temperatura alcanzada también se monitorizó durante toda la 
operación. 
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Figura 7 Equipo para el tratamiento de US en baño 
 Sonda de US 3.3.2
Se utilizó un sonicador (Branson Digital Sonifier 450 full power, (Figura 8) provisto de sensor de 
temperatura integrado y control digital de amplitud de onda, tiempo y temperatura, a una frecuencia 
de operación de 20 kHz. La sonda de US (12,7 mm, Biogen Científica S.L.) se sumergió en la 
muestra (50 mL) dispuesta en vasos de precipitados de 100 mL, a una profundidad de 2 cm del 
nivel de la muestra. Para evitar un aumento excesivo de la temperatura (≥60°C) que minimizara el 
efecto de los US, se operó de modo intermitente (5 s on/5 s off) siendo 30 y 70% los valores de 
amplitud seleccionados. Además, con el mismo fin, en los tratamientos de 70% se empleó un baño 
de agua-hielo. 
 
Figura 8 Ultrasonidos de sonda 
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3.4 Métodos analíticos 
 Medida de pH 3.4.1
Para las medidas de pH se utilizó un pH-metro Mettler Toledo. Se preparó una disolución al 2% con 
H2O Milli-Q y se midió por duplicado. 
 Determinación de extracto seco 3.4.2
El extracto seco se realizó en un horno (Thermo Scientific Heraeus) a 102 °C, partiendo de 0,2 g de 
muestra. Transcurridas 48 h se calculó el porcentaje de materia seca teniendo en cuenta la diferencia 
de pesada frente a los viales vacíos. Para el manejo de las muestras se empleó un desecador. 
 Actividad de agua (Aw) 3.4.3
La actividad de agua se determinó en un aparato Novasina (Aw Sprint Th 500) con control de 
temperatura. Previamente, se realizó una calibración del equipo con patrones de humedad 
controlada, correspondientes a disoluciones acuosas saturadas de distintas sales inorgánicas (LiCl, 
MgCl2, Mg(NO3)2, NaCl, BaCl2 y K2Cr2O7). Una alícuota de la fracción de PCs liofilizada se 
colocó en cápsulas de polipropileno de 40 mm de diámetro y 12 mm de profundidad completando 
2/3 de su capacidad y se introdujo en el interior de la celda. La muestra se analizó por duplicado a 
25,1 °C de temperatura. 
 Análisis del contenido en proteínas 3.4.4
Se realizó por colorimetría mediante el ensayo del BCA (ácido bicinconínico), empleando 
seroalbúmina bovina (BSA) como proteína patrón (2; 1, 0,2; 0,1 y 0,02 mg/mL). Dicho método 
combina la reducción del Cu+2 en Cu+1 por la proteína en medio alcalino (reacción de Biuret) con la 
detección colorimétrica del catión cuproso (Cu+1) usando un único reactivo, el BCA. El producto 
morado que se origina tras la reacción se forma por la quelación de dos moléculas de BCA con un 
ión cuproso. Este complejo soluble en agua tiene una fuerte absorbancia a 560 nm, cuyo incremento 
es prácticamente lineal al aumentar la concentración de proteína. Para preparar el reactivo, se 
mezclaron a su vez dos reactivos (A y B) en la proporción 50:1, siendo el A carbonato sódico, 
bicarbonato sódico, ácido bicinconínico y tartrato sódico en hidróxido sódico 0,1 M y el B: sulfato 
cúprico 4%. A 30 µL de cada muestra o de patrón se le adicionaron 600 µL del reactivo y se 
incubaron durante 15 minutos a 60°C. Alícuotas de 300 µL de cada mezcla se depositaron en una 
placa multipocillos y se midió la absorbancia a 560 nm. Los análisis se realizaron por triplicado y 
de cada muestra se efectuaron dos lecturas. 
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 Análisis de carbohidratos 3.4.5
Para la separación de los azúcares la muestra se precipitó con etanol siguiendo dos métodos. En uno 
se pesó 1 g de muestra y se llevó a 10 mL con etanol y otro se pesó 1 g, se añadió 1 mL de agua y se 
completó hasta 10 mL con etanol. Ambas muestras se agitaron durante 10 minutos a temperatura 
ambiente y se centrifugaron 10 minutos a 10.000 rpm. A continuación se pusieron 100 µL del 
sobrenadante resultante de la precipitación con etanol en un matraz de corazón junto a 400 µL de β-
fenilglucósido, utilizado como patrón interno (PI), preparado a una concentración de 0,5 mg/mL. Se 
llevó a sequedad en un rotavapor a 40ºC y posteriormente se derivatizó en dos etapas según el 
método de GC-FID desarrollado por Montilla y col. (2006). 
 Análisis de PCs por MALDI-TOF 3.4.6
Las muestras duplicadas de concentración 0,1% con tratamiento de US de baño en modo continuo 
son analizadas mediante una técnica de ionización suave utilizada en espectrometría de masas 
(MALDI-TOF) en el Servicio Interdepartamental de Investigación (SIdI) para el análisis de las 
biomoléculas presentes y así comparar tratadas con sus controles. Se lleva a cabo mediante un 
espectrómetro de masas de tiempo de vuelo. Se han realizado dos registros, uno en el intervalo de 
masas de 50 a 4500 Da y otro de 500 a 10000 Da. 
 Determinación de PCs por espectroscopía de infrarrojo (FT-IR) 3.4.7
Con objeto de estudiar las posibles modificaciones en los grupos funcionales, se empleó FT-IR en 
los controles y las muestras tratadas por US. Los análisis se realizaron en el SIdI, utilizando el 
espectrómetro FTIR Bruker IFS66v. Se pesaron 0,5 mg de cada muestra y se preparó una pastilla de 
KBr. Las medidas en transmisión tuvieron un intervalo espectral de 7000-550 cm-1 (IR medio), una 
resolución de 4 cm-1 y una apertura de 1,0 mm. 
 Análisis de PCs por HPLC en fase inversa 3.4.8
La determinación de PCs en las disoluciones sin tratar (controles) como en las tratadas por US se 
realizó por HPLC en fase inversa de acuerdo con el método de perfiles de masas moleculares 
descrito por Kelm y col. (2006). El HPLC consistió en un módulo de bombeo y mezcla de fase 
móvil (ProStar 240 Varian), un desgasificador en línea (SellectTM Allech), un inyector automático 
(ProStar 410 Varian), un horno (560.CIL Tecknokroma), un detector de fluorescencia (ProStar 363 
Varian). Para la separación se empleó una columna Kromasil 60 Diol (Teknokroma) de 5 μm de 
tamaño de partícula (25 x 0,46 cm), termostatizada a 30°C. La fase móvil estaba compuesta por: 
Componente A: ACN/AcAc (98/2 v/v); Componente B: H2O/AcAc (98/2 v/v); Componente C: 
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MeOH/H2O/AcAc (95/3/2 v/v/v)). El flujo fue de 0,8 mL/min y la detección por fluorescencia a 
280 nm. Las longitudes de onda de excitación y emisión fueron de 273 nm y 316 nm. 
Las muestras control y las tratadas se liofilizaron para, posteriormente, disolverse con una mezcla 
de metanol y agua (1:1) a una concentración de 10 mg/mL. Una vez filtradas a través de membranas 
(OlimPeak Certified Filters Teknokroma) de 0,45 µm de tamaño de poro y 13 mm de diámetro, se 
inyectaron 20 µL. El tratamiento de los datos se realizó mediante el programa Star Chromatography 
Workstation v. 6. 
 Actividad Antioxidante 3.4.9
La medida de la actividad antioxidante tanto de los controles como de las muestras tratadas se 
realizó mediante el método del DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo) empleando un 
espectrofotómetro provisto de lector de placas (Lector KcJunior Biotek) (Jiménez y col., 2012). El 
DPPH se preparó a una concentración de 2 mM en etanol cuya absorbancia debe encontrarse entre 
0,5-0,7 a una longitud de onda de 517 nm. Para la determinación de la actividad antioxidante se 
tomaron 7 µL de cada control o muestra en las diluciones necesarias y se les adicionaron 193 µL del 
reactivo DPPH. Una vez mezcladas las disoluciones se dejaron a temperatura ambiente en una 
microplaca de 96 pocillos protegida de la luz. Transcurridos 30 minutos, apareció una coloración 
morada y se midió la absorbancia a 517 nm. Una mayor actividad antioxidante en las muestras se 
correspondía con una mayor disminución de la absorbancia inicial del reactivo DPPH. Los análisis 
se realizaron por triplicado. La actividad antioxidante se expresó como porcentaje de inhibición, lo 
cual corresponde a la cantidad de radical DPPH neutralizado por el extracto a una determinada 
concentración, de acuerdo a la siguiente ecuación: 
% Inhibición = [(A-A1)/A]*100 
A= Absorbancia del blanco 
A1= Absorbancia de la muestra 
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4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1. Obtención de la fracción de PCs 
La separación de los PPCs de los OPCs y el resto de compuestos de baja masa molecular se llevó a 
cabo en la planta piloto y las condiciones de UF descritas en la parte de Materiales y Métodos. 
4.1.2 Transferencia de materia a través de la membrana de UF 
En la Tabla 3 se hace un resumen de la distribución de materia en las fases más importantes de la 
separación de las procianidinas, expresados en STSA e IPT. IPT es el índice de polifenoles totales, 
que es una medida de la absorción del extracto de granilla de uva y sus fracciones a 280 nm. 
Aunque en la investigación científica es una medida muy poco aceptada porque no se refiere a 
ningún compuesto fenólico en concreto y además contabiliza en su lectura otros compuestos que 
pueden absorber a 280 nm, como las proteínas, en la evaluación del contenido fenólico en vinos ha 
dado resultados de una precisión muy satisfactoria. También se ha visto que su uso es muy 
apropiado en trabajos de purificación, donde se comparan muestras de una misma procedencia y 
sobre todo, porque es una medida muy rápida. 
Tabla 3 STSA e IPT del extracto de partida y las distintas fracciones obtenidas tras su separación por la membrana de UCM 
de 10 kDa 
Muestras 
STSA IPT 
(%) (-) 
Extracto de partida 7,9 24 
Filtrado 10 kDa 4,2 7,5 
Concentrado 10 kDa 15,9 70 
Fracción PCs 6,3 29 
 
Estos datos indican que aproximadamente un 50% de los sólidos totales del extracto de partida 
pasaron al filtrado y que de ellos, más de la mitad son compuestos fenólicos (supuestamente de baja 
masa molecular). También se ve que el concentrado se ha enriquecido dos veces en STSA y casi 
tres veces en polifenoles, lo que indica que el enriquecimiento básicamente afecta los polifenoles de 
alta masa molecular. Sin embargo, con esta medida no es posible evaluar la transferencia de materia 
durante la diafiltración, ya que el IPT no discrimina entre polímeros y oligómeros. No obstante, se 
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ve que a proporciones iguales de disminución de STSA, disminuyen también proporciones iguales 
de polifenoles, que condicionalmente se pueden referir a los de menor masa molecular. 
4.1 Caracterización fisicoquímica de la fracción purificada de PCs 
Inicialmente se realizó una caracterización global de la fracción de taninos liofilizada empleada 
para los tratamientos por US. Para ello, se determinó el extracto seco, la actividad de agua, el pH, el 
contenido en polifenoles totales (PPT), taninos condensados totales (TCT), proteínas y el contenido 
en azúcares. En primer lugar, en algunos métodos, fue preciso realizar una previa calibración. 
 Calibración de los métodos 4.1.1
Para las determinaciones de proteínas y azúcares reductores se realizó inicialmente una calibración 
externa con patrones de concentraciones conocidas. En la Tabla 4 se muestran los resultados a 
modo de resumen. Como puede observarse, se halló una relación lineal en los intervalos estudiados. 
Tabla 4 Rectas de calibrado para la determinación de proteínas y actividad del agua (y = mx + b) 
Ensayo m b R2 
BCA 0,8146 0,2033 0,9953 
Aw 0,9956 0,0004 0,9999 
 
Además, en el caso de la determinación de carbohidratos solubles mediante CG-FID se realizó la 
cuantificación mediante calibración interna (patrón interno el β-fenil-glucósido) según la fórmula: 
Factor de respuesta (FR)= mg patrón interno x área de la muestra/ mg muestra x área del P.I. 
Los carbohidratos solubles encontrados en ambas muestras preparadas fueron sorbitol, fructosa, 
glucosa y mio-inositol y los FR fueron 1,9, 13,8, 7,3 y 0,2 mg/g de extracto respectivamente, de 
acuerdo a los valores encontrados para dichos azúcares en otras matrices analizadas en nuestro 
laboratorio. 
 Cuantificación 4.1.2
La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos para los diferentes parámetros estudiados. Como se 
puede observar, en base a los resultados de extracto seco y actividad de agua, la fracción purificada 
de PCs está prácticamente libre de humedad. Del contenido en PPT, más que la mitad corresponde a 
los taninos condensados. El resto puede corresponder a otros compuestos fenólicos que pueden 
encontrarse asociados a las procianidinas y lo más probable, a azúcares reductores. El contenido de 
21% de TCT indica que los compuestos mayoritarios de esta fracción no son procianidinas, sino 
otros polímeros de naturaleza desconocida de cuya existencia de momento no se han encontrado 
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datos en la bibliografía. Se puede pensar que pueden ser de naturaleza proteica y polisacáridos 
según los resultados obtenidos. 
Tabla 5 Parámetros físico-químicos de la caracterización de PCs 
Extracto seco 99,9% 
Actividad agua <0,1 
pH 5,98 
PPT 35% 
TCT 
De los cuales OPCs 
De los cuales PPCs 
21% 
16,2% 
83,8% 
Azúcares 0,02 g/g 
Proteínas 0,30 g/g 
4.2 Influencia del modo de operación con US en la temperatura y el pH 
Tal y como se ha comentado en la Introducción, uno de los posibles efectos que pueden tener lugar 
durante el tratamiento mediante US es la elevación de la temperatura de la muestra, en función de 
las condiciones de operación empleadas. Por ello, antes de realizar los tratamientos en los que se 
evaluarán las posibles modificaciones estructurales causadas por los US, fue preciso realizar unos 
ensayos preliminares con objeto de comprobar que las temperaturas del medio no excedían de 60°C, 
umbral a partir del cual se considera que empiezan a tener menos efectos los US. 
En los tratamientos en baño (Tabla 6) se pudo observar que las temperaturas no excedieron de 
45,2°C, siendo las más altas las correspondientes a modo continuo, ya que en el modo intermitente 
los intervalos de 5 s empleados pudieron evitar la elevación de la temperatura. 
Tabla 6 Temperaturas alcanzadas en los tratamientos en baño de US 
Modo continuo Modo intermitente 
Tiempo (min) Temperatura (°C) Tiempo (min) Temperatura (°C) 
0 22,1 0 17,5 
15 38,5 15 24,3 
30 45,2 30 29,9 
 
En el caso de los tratamientos con sonda, dado que las temperaturas de los ensayos con 30% de 
amplitud provocaban un aumento de la temperatura hasta 55°C, era previsible que al aumentar a 
70% de amplitud se originarían temperaturas superiores a 60°C, por lo que se decidió controlar este 
parámetro con un baño de agua-hielo a temperaturas inferiores a 30°C. 
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Figura 9 Representaciones gráficas de las variaciones de temperatura en función del tiempo para cada dilución y amplitud de 
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Por lo que se refiere al pH (Tabla 7) se observa que en las disoluciones sin tratar por US, al 
aumentar la concentración de PCs de 0,1 al 1% se produjo una bajada, debido probablemente a una 
mayor concentración de compuestos de carácter ácido como puede ser el ácido gálico, tartárico o 
málico, presentes de una forma natural en el extracto de partida y que no se han eliminado por 
completo. Tras los tratamientos con US, en algunos casos se observó un ligero aumento, debido 
probablemente a la liberación de radicales hidroxilo, entre otros efectos. 
Tabla 7 Valores de pH de las muestras sin tratar y tratadas 
  
0,01% 0,1% 1% 
Controles¹ 
 
5,41±0,13 4,88±0,08 4,37±0,01 
US Baño Continuo 5,67±0,15 5,05±0,07 4,59±0,10 
 
Intermitente 5,09±0,04 5,71±0,34 4,63±0,06 
US Sonda 30% 5,17±0,09 4,86±0,01 4,34±0,02 
 
70% 5,08±0,04 4,74±0,01 4,36±0,01 
¹ Corresponde a las diluciones que no han recibido ningún tipo de tratamiento 
4.3 Estudio de las modificaciones estructurales de los PCs tras los tratamientos por 
US 
 Análisis de la fracción purificada de PCs por Espectroscopía Infrarroja 4.3.1
Los resultados del análisis espectroscópico de IR indican que en líneas generales, no se apreciaron 
diferencias ni entre las disoluciones de PCs sin tratar, ni entre las tratadas con US. En la Figura 10 
se muestran, a modo de ejemplo, los espectros correspondientes a las disoluciones al 0,1%. 
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Figura 10 Espectros FT-IR de la dilución 0,1%: A) control B) tratada con US baño 
Existen diferentes grupos funcionales observados en el espectro FT-IR de los PCs analizados que se 
resumen en la Tabla 8. La banda 3408 cm-1 corresponde a los grupos hidroxilos (de las 
procianidinas y azúcares). Las bandas 2923 cm-1, 2852 cm-1 y 1613 cm-1 se deben a vibraciones C ̶ 
H asignadas a grupos metilo y metilenos. Una débil señal se aprecia en 1750 cm-1 que según la 
literatura podría corresponder a los grupos carbonilos (que pueden provenir de los ésteres con el 
ácido gálico de las procianidinas galoiladas o de azúcares). Las bandas 1370 cm-1, 1285 cm-1, 1242 
cm-1, 1105 cm-1 y 1061 cm-1 son asignadas a C ̶ C saturados (Ping y col., 2012). Los picos 1524 cm-
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1 y 1444 cm-1 son característicos de compuestos aromáticos y varios picos en el intervalo entre 575-
864 corresponden a anillos de bencenos sustituidos (Bharudin y col., 2013). Una leve intensidad 
apreciada en 1040 cm-1 puede ser debida a una apertura de la estructura del ciclo éter de 
poliflavonoides (Chupin y col., 2013). 
Tabla 8 Resultados del espectro FT-IR de PCs tratadas 
Pico (cm-1) Compuestos 
3408 ̶ OH 
2923, 2852, 1613 ̶ CH3, ̶ CH2 
1750 C=O 
1524, 1444 Compuestos aromáticos 
1370, 1285, 1242, 1105, 1061 Grupos C ̶ C saturados 
1020 C ̶ O 
864, 820, 766, 668, 575 Anillos de bencenos sustituidos 
 
 Análisis de la fracción purificada de PCs por HPLC 4.3.2
En primer lugar conviene especificar que los cromatogramas obtenidos de estos análisis son 
bastante complejos, ya que no se refieren a picos bien definidos y separados, sino a conjuntos de 
picos a los que se les asignan compuestos con propiedades estructurales semejantes, como por 
ejemplo ‘monómeros’ que incluyen las formas monoméricas no galoiladas de los flavan-3-oles, 
como son la catequina y la epicatequina, ‘dímeros’ que se refiere al conjunto de los 8 dímeros de 
procianidinas no galoilados de tipo B, ‘trímeros’ incluye los 64 posibles trímeros de procianidinas 
no galoilados de tipo B que suelen eluir como un conjunto, que algunas veces puede tener ciertas 
variaciones, etc. Es importante indicar, que los monómeros y polímeros de los flavan-3-oles 
galoilados no tienen fluorescencia propia por lo que no aparecen en el cromatograma. Por otro lado, 
es importante decir que la cuantificación de estos compuestos es muy difícil, ya que son 
prácticamente muy numerosos y no existen patrones comercialmente disponibles, por lo que se ha 
optado por una simplificación que consiste en una preparación precisa de la concentración de las 
disoluciones tratadas y no tratadas por US y una comparación de las áreas de los conjuntos de los 
picos correspondientes a cada grupo de procianidinas, asumiendo que las concentraciones de cada 
disolución son iguales. Esto, además de producir pequeñas variaciones derivadas de los errores de 
medida, implica también la inconveniencia de manejar números de muchos dígitos por lo que 
también se ha optado por representar la composición de las disoluciones de los distintos 
tratamientos de forma gráfica (Figura 12). 
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En todos los casos, el método utilizado debería ser suficientemente sensible a cualquier disminución 
en la cantidad (el pico) de los PPCs, en caso de que se hubiera producido una despolimerización. Es 
más, como la despolimerización afectaría las uniones interflavánicas, junto con la disminución de 
los PPCs, deberían aumentar los picos correspondientes a los monómeros y los distintos 
oligómeros. 
A modo de ejemplo, se muestran los resultados correspondientes a los tratamientos de US en baño y 
sonda de la dilución 0,1% (Figura 11). 
Quizá el efecto más relevante y en cierto grado inesperado está relacionado con un aumento del 
contenido en los polímeros y en menor medida de los monómeros y oligómeros estudiados en las 
muestras tratadas en baño en modo continuo y en los tratamientos de sonda con una amplitud del 
30%. Este resultado puede ser debido a una posible ruptura de los complejos entre PCs y proteínas o 
polisacáridos, lo que provocaría un aumento en el contenido de PPCs libres. 
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Figura 11 Cromatogramas obtenidos por HPLC: A) Tratamientos de US baño B) Tratamientos de US sonda 
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Figura 12 Representación del incremento de las áreas de cada pico correspondientes a los tratamientos de US de baño y US 
de sonda respecto a sus controles 
De acuerdo con los cromatogramas y áreas representados, se observa cómo los mayores 
incrementos de las áreas corresponden a la fracción de polímeros no encontrándose apenas 
diferencias en monómeros y el resto de oligómeros. 
Todo esto puede confirmarse según los análisis obtenidos por MALDI, cuyos resultados muestran 
una fracción polimérica de menor intensidad en las muestras controles que en las muestras tratadas 
con US. 
 Evaluación de los cambios en la actividad antioxidante de las PCs tras los tratamientos 4.3.3
por US 
Para evaluar la actividad antioxidante, se calculó, como se ha comentado en Materiales y Métodos, 
el porcentaje de inhibición de cada tratamiento en cada dilución. La Figura 13 representa los 
incrementos producidos como consecuencia de los tratamientos respecto a los controles 
correspondientes. Como puede observarse, en la mayoría de los ensayos, se produce un aumento de 
la actividad antioxidante tras los tratamientos por US, debido probablemente a un incremento en la 
concentración de compuestos antioxidantes, que se atribuyen básicamente a los PPCs. Este 
resultado podría relacionarse con lo indicado anteriormente en los análisis por HPLC para el perfil 
de PPCs, es decir, el proceso de sonicación puede haber producido una ruptura o desagregación de 
los complejos que éstos pueden haber formado con otras biomoléculas, aumentando así la actividad 
antioxidante. 
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En el caso de los tratamientos en baño, este efecto disminuyó al disminuir la concentración de las 
disoluciones y apenas se encontraron diferencias entre modo continuo e intermitente. Sin embargo, 
en el caso de los tratamientos con sonda, el mayor efecto se observó en la disolución con la 
concentración más baja. Tal y como se ha indicado en la Bibliografía, para cada condición de 
operación del sistema, la concentración juega un papel muy importante a la hora de evaluar los 
efectos despolimerizantes de los US (Soria y col. 2015). Al comparar los ensayos con sonda, se ve 
un menor efecto a 70% de amplitud que a 30%. Este resultado a priori, podría parecer controvertido 
pero su explicación puede deberse, entre otros factores, al efecto de la temperatura y la potencia del 
US. Así, la temperatura alcanzada en el ensayo con sonda al 30% fue próxima a 50°C y en el de 
70% 25°C. Cuando la temperatura es más alta (máximo 60°C) se puede ejercer un efecto aditivo o 
sinérgico entre ésta y los US sobre la ruptura de enlaces. A 30% de amplitud y 50°C, podrían 
haberse roto en mayor medida los PPCs acomplejados que con 70% a 25°C. Además, el aumento de 
la potencia no siempre garantiza una mayor despolimerización, ya que, aunque a mayor potencia se 
puede formar una gran cantidad de burbujas de cavitación, éstas pueden actuar como barreras contra 
la transmisión de energía en el sistema, disminuyendo su efectividad (Soria y col. 2015). 
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Figura 13 Representaciones gráficas de los incrementos de Actividad Antioxidante 
0
2
4
6
8
Δ
%
In
hi
bi
ci
ón
 
Baño continuo 
1%
0,1%
0,01%
0
1
2
3
4
5
6
7
Δ
%
In
hi
bi
ci
ón
 
 
Baño intermitente 
1%
0,1%
0,01%
0
1
2
3
4
5
6
7
Δ
%
In
hi
bi
ci
ón
 
Sonda 30% 
1%
0,1%
0,01%
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
Δ
%
In
hi
bi
ci
ón
 
Sonda 70% 
1%
0,1%
0,01%
· 28 · 
5 CONCLUSIONES 
-Mediante la técnica de UF empleada en este estudio, se ha obtenido una fracción enriquecida en 
21% de taninos condensados totales de alto peso molecular derivados de semillas de uva Vitis 
vinifera L. Dentro de la fracción tánica, el 83,8% corresponden a PPCs y el resto a OPCs. 
-El análisis de grupos funcionales mediante FT-IR, puso de manifiesto que los tratamientos con US 
no produjeron modificaciones estructurales en la fracción de PCs. 
-De acuerdo a los análisis realizados por HPLC-FL se observó un aumento en las áreas de los picos 
correspondientes a polímeros de PCs tras los tratamientos con US, debido probablemente a la 
ruptura de los enlaces entre PPCs y otras biomoléculas tales como proteínas o polisacáridos. 
-El tratamiento de la fracción de PCs con US produjo un aumento en la actividad antioxidante, 
según el método del DPPH, encontrándose el mayor efecto en el caso de las muestras tratadas en 
baño de US al 1% y en sonda al 0,01%. 
 
 
Los resultados presentados en este trabajo indican que los ultrasonidos de potencia 
utilizados en las condiciones aquí descritas, constituyen una eficaz herramienta para 
modificar estructuralmente las uniones de los taninos (procianidinas) con otras 
macromoléculas presentes en semillas de uva que, consecuentemente puede ser útil en la 
modificación de la bioactividad de los extractos respecto a la fracción original. Por todo 
ello, sería de interés seguir profundizando en esta línea de investigación con el fin de 
poder conocer en mayor medida la relación estructura-función de estos compuestos y 
poder revalorizar la materia prima de origen. 
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